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(57) Abstract 



In a method for improving the organoleptic qualities, in particular smell, sapidity and tenderness, of the meat of ungelded 
male domestic animals, the action of androgenic and non-androgenic stereoids is suppressed shortly before slaughtering the ani- 
mal concerned by active or passive LHRH immunoneutralization, maintaining the advantages of the male character of the animal 
practically up to the time of slaughter. The peptide included in the vaccines is natural LHRH or a peptide of the formula Trp - 
Ser - Tyr - Gly - Leu - Arg - Pro - Gly - NH2, coupled with an immunogenic carrier protein. 

(57)Abrege 

Le procede pour ameliorer les qualites organoleptiques, en particulier I'odeur, la sapidite et la tendrete, de la viande des 
animaux domestiques males non castres, comprend, peu avant l'abattage de l'animal concerne, la suppression de Taction des ste- 
roides androgenes et non androgenes, par immunoneutralisation active ou passive anti-LHRH, tout en maintenant pratiquement 
jusqu'a Tabattage les avantages lies au caractere male de l'animal. Les vaccins comprennent comme peptide la LHRH naturelle 
ou un peptide de formule Trp - Ser - Tyr - Gly -Leu - Arg - Pro - Gly - NH 2 , couple a une protejne porteuse immunogene. 
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PROCEDE DE IMMUNONEUTRALISATION ANTI-LHRH DES ANIMAUX DOMESTIQUES MALES NON 
CASTRES ET PEPTIDE POUR CELA 

Procede pour ameliorer les qualities organoleptiques de la 

viande des animaux domestiques males non castres, vaccins 
5 utilisables dans ce procede, nouveau peptide notamment pour 
la realisation de ces vaccins et ensemble de vaccination y 
relatif • 

La presente invention concerne un procede pour 
ameliorer les qualites organoleptiques, en particulier 

10 I'odeur, la sapidite et la tendrete, de la viande des 
animaux domestiques males non castres, notamment des 
bovins, des ovins et des porcins males. 

L 1 invention concerne aussi des vaccins utilisables dans 
ce procede, un nouveau peptide pour la realisation de tels 

15 vaccins et un ensemble de vaccination y relatif. 

Les avantages de 1 'utilisation du male entier sur le 
male castre dans 1 1 engraissement des animaux domestiques 
destines a la production de viande ont ete soulignes depuis 
plusieurs decennies par les zootechniciens. lis concernent 

2 0 un taux de croissance plus eleve, surtout chez les bovins 
et les ovins, une meilleure utilisation de la ration 
alimentaire et une carcasse plus maigre mais plus fournie 
en masse musculaire chez toutes les especes domestiques 
(S.C. SEIDEMAN et al. J., of Animal Science, 1982, 55 (4) 

25 826-840 et M. BONNEAU, INRA Prod. Anim. , 1988, 1 (2) 133- 
140) . 

Les inconvenients principaux de cette utilisation du 
male entier, rappeles dans les revues citees ci-dessus, 
concernent l'odeur et la sapidite desagreables chez les 
30 porcins et ovins males, la moindre tendrete *de la viande 
des bovins et ovins males entiers et just if ient les 
pratiques actuelles de la castration chirurgicale. 

En effet, si les steroides androgenes dont 
1 1 androstenediol , 1 1 androstenedione et la testosterone sont 
35 les elements determinants des avantages attendus dans 
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toutes les especes domestiques pour une croissance plus 
rapide et une meilleure utilisation de la ration 
alimentaire, ils sont rendus responsables d'une moindre 
tendrete de la viande des bovins et ovins males entiers. 
5 Les steroides non androgenes ou les derives des 16-andro- 
stenes dont la 5 -androstenone (5 <*-androsten-16 one-3) , 
chez le pore male , sont responsables en partie de l'odeur 
et de la sapidite desagreables de la viande d f un certain 
nombre de porcins males entiers des la puberte, lesguelles 

10 deprecient la viande et sont un obstacle a sa 
commercialisation a 1 1 etat f rais . 

Le scatole, produit derive du tryptophane et produit 
par la flore microbienne intestinale, est un compose 
responsable en partie de l'odeur et de la sapidite 

15 desagreables de la viande du pore male entier. Sa 
production depend de facteurs de 1 1 environnement , de la 
nutrition, de la race. Son accumulation dans le tissu 
adipeux est plus importante chez le verrat et serait liee 
aux secretions des steroides sexuels gonadiques. 

20 A titre experimental, on a deja essay e de diminuer ou 

de supprimer le developpement du caractere male chez le 
jeune animal ou la secretion d 1 hormones testiculaires, 
notamment des steroides testiculaires, par immunoneutrali- 
sation active ou passive contre ceux-ci ou contre les 

25 hormones intervenant dans leur secretion, notamment 
1 'hormone luteinisante ou LH (Luteinizing Hormone) et 
l 1 hormone gonadoliberine (GnRH) encore appelee Luteinizing 
Hormone Releasing Hormone (LHRH) . Des essais ont ete 
conduits sur le pore pour abaisser le taux tissulaire de la 

30 5 c< -androstenone, du groupe des 16-androstenes, par 
1 1 immunisation active dirigee contre ce compose (E.D. 
WILLIAMSON et al. , Liverstock Production Science, 1985, 12, 
251-264) ou par 1 1 immunisation passive contre ce meme 
compose (R. CLAUS, Immunization with Hormones in Reproduc- 

35 tion Research, ed. Nieschlag, 1975) . La suppression ou la 
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diminution de la secretion des steroides testiculaires peut 
etre recherchee par 1 1 immunoneutralisation de I 1 hormone 
gonadotrope LH, specif ique de 1 1 espece consideree (R.E. 
FALVO et al., J. Anim. Science, 1986, 63, 986-994) ou par 
5 1 1 immunoneutralisation anti-LHRH de la LHRH endogene. Seule 
1 1 immunisation active anti-LHRH a ete preconisee par 
differents auteurs, Chez le pore, 1 1 abaissement de 
1 ! c<-androstenone a ete obtenu par cette methode (A. CARATY 
et M. BONNEAU, C.R. Acad. Sci. Paris 1986, 303, Serie III 
10 (16) 673-676 ; R.E. FALVO et al., J. Anim. Sci., 1986, 63, 
986-994) . 

Chez le mouton, B.D. SCHANBACHER ,(Am. J.Physiol., 1982, 
242, E201-E2O5) preconise 1 1 immunisation anti-LHRH pour 
retarder le developpement testiculaire et produire un effet 

15 de castration chez les agneaux males. Chez les bovins, P.S. 
ROBERTSON (Vet. Rec. , 1979, 105 , 516-517) decrit une 
castration immunologique anti-LHRH. 

Les essais d 1 immunoneutralisation anti-LHRH decrits 
sur les animaux de laboratoire (ARIMURA et al. Endocri- 

20 nology, 1973, 93, 1092-1103 ; FRASER H.M. et al . , J. 
Endocr. 1974, 63, 399-406 ; MAKING T. et al. Contraception, 
1973, 8 (2), 133-145 ; CARELLI C. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA, 1982, 79, 5392-5395) et sur plusieurs especes 
domestiques (JEFFCOATE et al . , Theriogenology , 1978, 10(4), 

25 323-335 ; ROBERTSON I.S. et al . , Veterinary Record. , 1979 , 
105, 556 ; SCHANBACHER B.D. Am. J. Physiol., 1982, 242, 
E201-E205) ont montre qu'il est possible d'obtenir 1 1 arret 
de la secretion de la testosterone, 1 1 involution ponderale 
des testicules et de ses glandes annexes, 1 1 arret de la 

3 0 spermatogenese et, sur le plan du comportement , la dispa- 
rition de la libido. 

Ces travaux ont conduit a suggerer le recours a une 
immunoneutralisation, notamment anti-LHRH, precoce pour 
remplacer la traditionnelle castration chirurgicale & des 

3 5 fins d'elevage. 
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Dans le brevet US n° 4.556.555, il est ainsi decrit une 
methode d' immunisation passive d'animaux avant leur 
puberte, a l'aide d'un antiserum contenant des anticorps 
diriges contre la gonadotropine. 
5 La demande de brevet international e WO 90/11298 decrit 

un procede d ' immunisation anti-LHRH a la naissance a l'aide 
de 2 sequences de LHRH en tandem couplees a une proteine 
porteuse, pour ameliorer la qualite de la viande chez le 
pore. 

10 La demande de brevet internationale WO 88/00056 decrit 

une methode de castration immunologique anti-LHRH destinee 
a ameliorer le comportement social et sexuel des animaux 
males en remplacement de la castration chirurgicale qui 
affecte le taux de croissance. Les taureaux sont vaccines a 
l'age de 8 a 40 semaines et recoivent ensuite plusieurs 
rappels . 

Un vaccin anti-LHRH vendu sous la marque VAXSTRATE par 
la societe australienne WEBSTERS est utilise chez la vache. 

R.E. Falvo et al. (J. Anim. Sci. 1986, 63 : 986-994) 
ont immunise plusieurs groupes de verrats a l'aide de 
conjugues LHRH-seroglobuline humaine en adjuvant complet de 
Freund ou avec le muramylpeptide comme adjuvant. Les 
auteurs ont observe, apres vaccination et plusieurs 
rappels, des titres eleves d' anticorps anti-LHRH, mais avec 
la necessite de pratiquer des rappels repetes pour 
maintenir le titre eleve en anticorps. 

I.S. Robertson decrit une methode d • immunisation avec 
LHRH conjuguee a 1 ' anatoxine tetanique ou a la thyroglo- 
buline et suggere que l'approche immunologique autoriserait 
une castration tardive avec les avantages que 1 • on peut en 
attendre sur le plan de la croissance ponderale.' II conclut 
cependant que des efforts sont encore a faire pour arriver 
a une methode de castration utilisable dans la pratique, 
que ce soit au niveau de la methode elle-meme ou de 
35 1' adjuvant, 1' adjuvant de Freund etant proscrit en 
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pratique . 

Enfin, A. Caraty et M. Bonneau (C.R. Acad. Sc. Paris, 
t. 303, Serie III, n°16, 1986) ont pratique une 
immunisation anti-LHRH chez le pore male. Les auteurs 
5 suggerent que le blocage de la production de steroides, 2 a 
3 semaines avant l'abattage, permettrait d 1 exploiter les 
potentialites elevees de ce type d 1 animal pour la 
production de viande en evitant les problemes poses par 
1 1 accumulation d ' androsterone dans le tissu adipeux. lis 
10 concluent cependant que d'importants progres restent a 
accomplir dans les techniques d 1 immunisation avant qu'il ne 
soit possible de proposer 1 1 immunisation active anti-LHRH 
comme technique utilisable en elevage porcin. 

Par ailleurs, 1 1 immunoneutralisation tardive pose dans 
15 la pratique le probleme important de 1 1 innocuite du 
traitement et notamment des reactions locales engendrees 
par les vaccins, en particulier les vaccins huileux, avec 
les risques de re jet ou de declassement de la viande qui en 
resultent. 

20 Li 1 amelioration des qualites organoleptiques chez les 

bovins et les ovins n'a pas ete suggeree. 

La deposante a justement trouve un procede applicable 
industriellement permettant d'ameliorer les proprietes 
organoleptiques de la viande des animaux, procede dans 

25 lequel, peu avant l'abattage de l f animal, on supprime 
sensiblement l 1 action des steroides androgenes et non 
androgenes, par immunoneutralisation active ou passive 
anti-LHRH, tout en maintenant pratiquement jusqu'a 
l'abattage les avantages dus au caractere male de 1' animal. 

3 0 Selon un premier mode de realisation prefere de ce 

procede, on administre a 1 ' animal un vaccin ariti-LHRH, de 
preference en emulsion, de preference pendant ou avant la 
phase d 1 engraissement de 1' animal, puis, peu avant 
l'abattage de l 1 animal, on administre a nouveau un vaccin 

35 anti-LHRH. On peut proceder en deux administrations 
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distinctes ou par le biais d'un precede a liberation 
controlee. 

Chez le pore, il est particulierement avantageux 
d'administrer, avant l'abattage, le vaccin anti-LHRH avec 
un adjuvant de type aqueux, notamment gel d'hydroxyde 
d 1 aluminium et/ou saponine. 

Cette administration est effectuee de preference 15 a 
21 jours avant l'abattage. 

Au contraire, chez le bovin, et eventuellement chez 
l"ovin f 1' administration precedant l'abattage est faite de 
preference avec un adjuvant en emulsion, et de preference 1 
a 2 mois avant l'abattage. Cette administration est effec- 
tuee de preference au moins 4 semaines, et de preference 
plusieurs mois, apres la premiere administration. 
15 Dans tous les cas, on prefere, pour le vaccin en 

emulsion, destine a la premiere administration et, chez le 
bovin, a la deuxieme administration, que le vaccin se 
presente sous forme d» emulsion eau-dans-1 'huile. Cependant, 
d'autres formes d' emulsion sont envisageables . 
20 Ce vaccin, de preference du type en emulsion, est 

concu, selon 1' invention, pour 1' induction d'une premiere 
reponse immunitaire de faible intensite, sans effet 
notable, ou meme mesurable, sur la secretion des steroxdes 
gonadiques. La formulation en emulsion est preferee, mais 
25 les autres formulations sont utilisables des lors qu'elles 
produisent ce meme effet. 

L' administration qui precede l'abattage est faite avec 
un vaccin formule pour produire a ce moment la suppression 
ou I'abaissement significatif de la secretion des steroides 
30 sans reaction locale ou generale adverse, susceptible de 
nuire a l'apparence ou a la qualite de la viande. 

De facon preferee notamment pour le pore, le conjugue, 
en solution aqueuse, est mis sous les deux formulations 
suivantes : la premiere en emulsion eau-dans-1 'huile, 
35 stable, faite d'un melange d'huiles minerales animales ou 
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vegetales hautement purifiees et de tensioactifs non 
ioniques pour 1 1 induction d f une reponse immunitaire de 
faible intensite, sans effet mesurable sur la secretion des 
steroides gonadiques, la seconde, non emulsionnee, avec gel 
5 d'hydroxyde d ! aluminium et saponine, declenchant une 
reaction immunitaire rapide et intense se traduisant par la 
production d 1 anticorps anti-LHRH neutralisants, suffisante 
pour entrainer la diminution ou la suppression des 
steroides gonadiques et la diminution du transport associe 

10 de scatole d'origine intestinale. 

L 1 emulsion utilisee est, a la difference de celle qui 
est obtenue a l'aide de 1' adjuvant complet ou incomplet de 
Freund, une emulsion stable permettant de preparer un 
vaccin pret a l'emploi. La reaction inf lammatoire cutanee 

15 reste tres faible et localisee aux points d 1 administration 
des deux formulations vaccinales et se traduit sous la 
forme de papules bien circonscrites a 1 1 examen externe. Son 
developpement interne reste limite au derme superficiel, 
Elle disparait sans laisser de granulome apparent au moment 

2 0 de l'abattage des animaux. 

Selon un autre mode de realisation de ce procede, on 
administre a 1 1 animal , quelques j ours avant 1 1 abattage , 
notamment 5 a 15 jours avant f du serum ou du plasma 
hyperimmun anti-LHRH ou encore des anticorps monoclonaux 

2 5 anti-LHRH. 

L 1 immunisation passive anti-LHRH entrainant la diminu- 
tion voire la suppression de la secretion des steroides 
androgenes et non androgenes a ete obtenue par 1 ' adminis- 
tration intramusculaire de plasma hyperimmun equin, Portee 

3 0 a un niveau suffisant, mesure par le titre en anticorps 

LHRH du serum de 1' animal receveur, elle entraine la 
diminution de la testosterone plasmatique des le 3eme jour; 
maintenue a ce meme niveau les 12 jours suivants , elle est 
suffisante pour entrainer l 1 abaissement de 1 1 androsterone 
3 5 tissulaire au-dessous de 0,50 microgramme/g, valeur pour 
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laquelle I'odeur desagreable et la sapidite particuliere de 
la viande du pore male ne seraient plus pergues par le 
consommateur . Cette methode d 1 immunisation passive a montre 
que le maintien pendant 12 jours de la diminution signifi- 
5 cative de la testosterone est suffisant pour abaisser la 
concentration d'androsterone tissulaire au-dessous du seuil 
fixe, Cette immunisation passive peut etre envisagee par 
l*emploi d'anticorps monoclonaux anti-LHRH secretes par les 
hybridomes ou heterohybridomes porcins. 

10 Le mode d f administration de ces formulations est de 

preference transcutane, notamment a I 1 aide d f un appareil 
d f injection sans aiguille, par jet sous pression, notamment 
selon la demande de brevet FR-A-2 . 652 . 257 . 

Le procede selon 1 1 invention presente 1 1 avantage impor- 

15 tant de presenter une parfaite innocuite, notamment de ne 
pas induire des reactions locales susceptibles d f entrainer 
le declassement de la viande. 

La reaction inf lammatoire cutanee reste localisee aux 
points d f administration des deux formulations vaccinales et 

20 se traduit sous la forme de papules bien circonscrites a 
l f examen externe. Son developpement interne reste limite au 
derme superficiel. Elle disparait sans laisser de granulome 
apparent au moment de l'abattage des animaux. La reaction 
inflammatoire f limitee dans le temps et aux points d f admi- 

25 nistration, traduit la tolerance aux deux f ovulations 
vaccinales et est obtenue par 1 1 administration transcutanee 
de celles-ci, effectuee a I'aide d'un injecteur sans 
aiguille • 

L* immunisation anti-LHRH necessite de conjuguer le 
3 0 peptide LHRH ou un fragment du peptide LHRH, non immunogene 
dans les conditions economigues de leur emploi, a une 
proteine immunogene, dite porteuse, par une liaison 
covalente. 

La LHRH ou GnRH, qu'elle soit naturelle ou de synthese, 
35 est composee de lO acides amines, numerotes de 1 a lO en 
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allant de la terminaison amino-terminale a la tentiinaison 
carboxy-terminale suivant la formule suivante : 
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly NH 2 
123456789 10 
5 Ces symboles, par convention, representent : pGlu, 

acide pyroglutamique ; His ; histidine ; Trp, tryptophane ; 
Ser, serine ; Tyr, tyrosine ; Gly, glycine ; Leu, leucine ; 
Arg, arginine ; Pro, proline. 

Les conjugues immunogenes anti-LHRH, deer its par les 
10 differents auteurs peuvent etre realises en ce qui concerne 
1 1 haptene avec : 

a) la LHRH totale ou modifiee en une ou plusieurs de 
ses parties pour obtenir la conjugaison amino-terminale, 
carboxy-terminale ou intermediaire souhaitee, 
15 b) avec l ! un de ses fragments peptidiques composes de 5 

a 7 acides amines modifies ou non, pour obtenir la 
conjugaison aminoterminale, carboxyterminale ou interme- 
diaire souhaitee, 

c) avec un agoniste portant un acide amine substitue, 
20 le plus couramment en 6, pour obtenir une conjugaison 
intermediaire • 

En ce qui concerne la proteine porteuse, la 
serumalbumine bovine, la serumalbumine humaine, la 
thyroglobuline, 1 ' ovalbumine, les globulines humaine ou 

25 equine ont ete utilisees. 

Ainsi, la demande de brevet europeen EP-A-181 23 6 
deer it des conjugues immogenes comprenant un nonapeptide ou 
un decapeptide incluant une sequence, correspondant aux 8 
derniers acides amines de la molecule LHRH, a laquelle est 

3 0 ajoutee une lysine ou une sequence cysteine-lysine du cote 
aminoterminal . 

D 1 autre part, la demande de brevet WO 88/053 08 divulgue 
des conjugues constitues a l'aide de fragments de 5, 6 ou 7 
acides amines contigus de la molecule naturelle, dans 
35 lesqueis chaque fragment inclut 1' acide pyroglutamique N- 
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terminal ou le glycinamide carboxyterminal et auxquels un 
acide amine ou une sequence d'acides amines additionnels 
peuvent etre ajoutes a l'extremite liee a la proteine 
immunogene - 

5 Les agents de conjugaison utilises peuvent etre classes 

en trois grandes categories : les agents d « activation, les 
agents homobifonctionnels, les agents heterobif onctionnels . 
Alors que, pour les agents d ' activation, la liaison entre 
les deux molecules se fait entre deux fonctions deja 

10 presentes, pour les autres, la liaison se fait par 
1 • intermediaire d'un residu hydrocarbone appele ligand. 

Parmi les agents d' activation, ,on peut citer 1' acide 
periodique employe pour oxyder les residus oligosaccha- 
ridiques des glycoproteines en aldehydes, sur lesquels 

15 reagiront ulterieurement les groupements amine de 1» autre 
molecule entrant dans le conjugue. 

Les carbodiimides sont des agents d« activation 
largement employes pour le couplage d'antigenes sur les 
proteines et, parmi eux, le plus utilise est sans doute le 

20 chlorhydrate de N-ethyl-N » - (dimethylamino-3 propyl) carbo- 
diimide (EDC) qui permet d'effectuer la reaction en milieu 
aqueux. Leur action conduit a la formation d'une liaison 
amide entre un groupement carboxyle d'une proteine, active 
de facon intermediaire sous la forme d'une O-alcoyl- 

25 isouree, et un groupement amine porte par une autre 
molecule. Leur avantage reside dans leur simplicity 
d' utilisation. 

Les agents homobifonctionnels sont des molecules qui 
possedent deux groupements reactifs identiques separes par 

30 une chaine hydrocarbonee . Parmi eux, citons le gluta- 
raldehyde, qui reagit sur deux groupements amine primaires, 
les bisisothiocyanates d'alkyle ou d'aryle, qui reagissent 
sur les amines primaires et les thiols, la benzidine 
bisdiazotee, qui copule avec les residus aromatiques de la 

35 tyrosine. Mentionnons pour memo ire les bismaleimides et les 
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bisamidinates . L 1 inconvenient majeur des agents homobifonc- 
tionnels est de mal maitriser la nature des conjugues 
formes car ces agents peuvent reagir sur deux molecules de 
meme nature et conduire a la formation d'oligomeres ou de 
5 polymeres. 

Pour y remedier, des chimistes ont introduit les agents 
heterobifonctionnels, dans lesquels les deux groupements 
ont des specif icites differentes. Dans le cas general, I'un 
de ces groupements est un ester du N-hydroxysuccinimide 

10 qui, dans des conditions douces, reagit sur les groupements 
amine libres des proteines pour donner d'une part le N- 
hydroxysuccinimide et d 1 autre part la proteine portant pa 
une liaison covalente amide 1 1 agent de couplage sur leguel 
se trouve la 2eme fonction, Assez generalement, celle-ci 

15 peut reagir sur les thiols apportes par la molecule a 
coupler, ces thiols etant soit initialement presents dans 
la molecule sous forme de residus cysteine (ceux-ci pouvant 
etre constitutifs ou, dans le cas de peptides, introduits 
intentionnellement lors de la synthese) , soit apportes par 

20 des agents tels que 1 1 imino-2 thiolane ou le N-((pyridyl- 
2)dithio-3 propanoyloxy) succinimide (SPDP) , apres reduc- 
tion. 

Parmi les possibilites enoncees ci-dessus, on prefere 
utiliser la LHRH totale. En ce cas, la UHRH naturelle est 
25 preferee aux agonistes tels que la (D-Lys 6 ) -LHRH par la 
comparaison de I'activite immunogene des conjugues prepares 
avec ces deux peptides, 

Le carbodiimide est prefere au glutaraldehyde comme 
agent de conjugaison de la LHRH de forme naturelle sur 
3 0 1 1 alpha-globuline . 

L 1 alpha-globuline humaine ou equine, fraction IV-1 ou 
IV- 4 , est preferee a la serumalbumine humaine ou bovine • 

De preference, les vaccins comprennent un meme 
principe actif, comprenant pref erentiellement un 

35 conjugue alpha-globuline-LHRH ; la LHRH est de preference 
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20 



25 



sous forme naturelle et 1 ' alpha-globuline d-origine humaine 
ou equine, notamment fractions IV-1 et/ou IV-4. Le 
conjugue est de preference obtenu par addition sur 1 
volume de melange alpha-globuline et LHRH en solution 
5 de 2 a 20 mg/ml dans NaCl 0,9 % de 0,5 a 2 volumes 
de solution . de chlorhydrate de • N-ethyl-N' - (dimetylami- 
no-3-propyl)carbodiimide (EDC) en solution a 2,5 % dans 
NaCl 0,9 %. Apres agitation, le melange est laisse une 
nuit, puis purifie par chromatographie de permeation sur 
10 gel. 

En ce qui concerne la proteine porteuse, on peut 
utiliser les serumalbumines , notamment bovine ou humaine, 
la thyroglobuline, 1 ' ovalbumine , les globulines humaine ou 
equine, les anatoxines, notamment l'anatoxine tetanique. 
15 La predominance de la reponse immunitaire des pores 

males a la fraction carboxyterminale du peptide LHRH 
conjugue par le carbodiimide ou de son agoniste [D-Lys ]- 
LHRH conjugue par le SPDP sur 1 ' alpha-globuline qui a ete 
observee a conduit a la definition d'un conjugue immunogene 
anti-LHRH utilisant un peptide avantageux presentant la 
terminaison carboxy-terminale de la LHRH. 

Par consequent, selon un deuxieme mode de realisation 
prefers de 1« invention, la deposante a trouve qu-il etait 
tres avantageux d' utiliser un nouveau peptide comprenant 
les 8 derniers acides amines de la LHRH, soit un 
decapeptide de formule : 

Trp - Ser - Tyr - Gly - Leu - Arg - Pro - Gly - NH 2 

3 4 5 6 7 8 9 10 

qui possede une grande activite immunogene sans presenter 
3 0 1' activite hormonale de la LHRH naturelle. 

L« invention a done pour objet ce nouveau peptide (3-10) 
et les conjugues 1 ' incorporant couple a une proteine 
porteuse immonogene parmi celles citees plus haut, 
1 « ovalbumine et 1 ■ alpha-globuline equine , notamment 
35 fractions IV-1 et/ou IV-4, etant preferees. 
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Dans 1 1 invention, le carbodiimide est prefere au 
glutaraldehyde et aux agents heterobif onctionnels comme 
agent de conjugaison du peptide LHRH (3-10) notamment sur 
1 1 alpha-globuline equine ou 1 1 ovalbumine. 
5 Dans la preparation preferee de conjugue, la LHRH (3- 

10) et la proteine porteuse, ovalbumine ou alpha-globuline, 
sont mises en solution a raison de 2 a 40 rag par ml chacune 
dans le tampon NaCl 0,1M- acide (N-morpholino) -2 ethane 
sulfonique 0,1M. Ensuite, 0,5 a 2 volumes de solution de N— 

10 ethyl-N 1 (dimethylamino-3 propyl) carbodiimide a 2,5 % dans 
le meme tampon sont additionnes. Le pH est a juste par 
addition de soude IN, Apres agitation, le melange est 
laisse une nuit, puis est purifie par chromatographie de 
permeation sur gel, qui elimine la LHRH (3-10) non couplee, 

15 le carbodiimide residuel et ses produits d'hydrolyse. 

L 1 invention a aussi pour objet les nouveaux vaccins 
anti-LHRH utilisant de tels conjugues comme principe aetif , 
utilisables pour le procede selon 1' invention. 

L f invention a egalement pour objet 1 ' immunisation 

2 0 passive anti-LHRH (3-10) conformement au procede decrit 
plus haut. 

Elle a egalement trait aux ensembles regroupant dans un 
meme emballage un nombre egal de doses de vaccin a 
administrer avant 1 1 abattage et de vaccin a administrer en 

25 premiere injection. De preference ces vaccins sont 
conditionnes sous volume reduit et concentration augmentee 
pour 1 'administration par jet transcutane, par exemple 
selon la demande de brevet fran?ais precitee. 

L 1 invention va etre maintenant decrite plus en detail k 

30 l'aide d'une part d'essais comparant plusieurs produits et 
procedes de vaccination selon 1 1 invention et d^ autre part 
d'essais ayant montre la predominance de la reponse 
immunitaire des pores males a la fraction carboxyterminale 
du peptide LHRH et de 1 1 essai de vaccination anti-LHRH 

35 effectue sur les pores males selon l 1 invention. 
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I - UTILISATION DE LA LHRH TOTALE. 

A. Plus grande activite immunogene du conjugue 
5 maintenant intacte la fraction carboxyterminale la plus 
etendue du peptide LHRH et choix du conjugue a base de LHRH 
de formule naturelle de preference a celui obtenu a 1 ' aide 
de l'agoniste (D-Lys 6 ) -LHRH. 

10 Al. - Immunisation anti-LHRH du pore male entier et du 

rat male OFA. 

La comparaison d' activite de deux vaccins anti-LHRH 
constitues de conjugues entre la LHRH de forme naturelle 
(Bl et B2) ou la (D-Lys 6 ) -LHRH (Al et A2) et l'albumine 

15 humaine, conjugues obtenus par le carbodiimide en phase 
aqueuse et le SPDP respectivement , mis dans une emulsion 
huile-dans-1 1 eau et administres par vole intramusculaire 
chez le pore et par voie sous-cutanee chez le rat, conduit 
aux conclusions suivantes : 

20 - Activite plus grande du vaccin a base de LHRH de 

forme naturelle : masse du peptide LHRH conjugue inferieure 
a celle du peptide (D-Lys 6 ) -LHRH conjugue pour un 
recrutement d'un plus grand nombre d'animaux presentant une 
reponse immunitaire (tableaux 1 et 3). 

25 - Effet de dose qui se traduit par un recrutement d'un 

nombre plus eleve d'animaux presentant une reponse 
immunitaire par un meme conjugue (tableau 3). 

Al.l - Preparation des conjugues (D-Lys 6 ) -LHRH-albumine 

3 0 par le SPDP. 

La preparation des conjugues (D-Lys 6 ) -LHRH-albumine 

est realisee en 3 etapes : preparation de la - (N- (pyridyl— 

2)-dithio-3 propanoyl -D-Lys 6 ) -LHRH, preparation de la N- 

(mercapto-3 propanoyl) alburaine, puis couplage. 

35 La (N 5 - -(pyridyl-2)dithio-3 propanoyl-D-Lys 6 ) —LHRH est 

preparee en faisant reagir un exces de SPDP sur la LHRH, en 
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solution aqueuse (6 moles de SPDP par mole de LHRH) , puis, 
apres une nuit a 4°C, en centrif ugeant le produit obtenu. 
Celui-ci est dissous dans I'uree 8M et les groupements 
(pyridyl-2) dithio presents sont doses. 
5 La N- (mercapto-3 propanoyl) albumine est obtenue par 

action de 0,2 mmole de SPDP sur .1 g d 1 albumine humaine 
dissoute dans lOO ml de tampon phosphate 0,1M, puis, apres 
une nuit de contact a 4°C et acidification a pH 6, par 
reduction par le dithiothreitol . Elle est ensuite purifiee 
10 par chromatographie de filtration sur gel. Le dosage des 
thiols et des proteines fournit le niveau de substitution 
moyen. 

Le couplage est effectue en prenant un groupement 
(pyridyl-2) dithio pour 1,25 groupement thiol. Le pH est 
15 amene a 7-7,5, puis, une heure apres, le rendement est 
determine par mesure de la pyridine thione-2 liberee. 

Le niveau de substitution moyen s 1 en deduit. 
Finalement, le conjugue est purifie par chromatographie et 
est concentre par ultrafiltration. 

20 

A1.2 - Preparation du conjugue LHRH-albumine par le 
carbodiimide . 

A 300 mg de LHRH et 300 mg d 1 albumine humaine dissous 
dans 30 ml de NaCl 0,9 % sont additionnes 1000 mg de 

25 chlorhydrate de N-ethyl-N 1 - (dimethylamine-3 propyl) 
carbodiimide dissous extemporanement dans 40 ml de NaCl 
0,9%. Apres agitation, le melange est laisse une nuit a 
temperature ambiante a l f abri de la lumiere. Ensuite, il 
est chromatographie sur un gel de Sephadex G-50 ; les 

3 0 fractions correspondant au conjugue sont recueillies, 
eventuellement concentrees et congelees. 

A partir des fractions contenant la LHRH non couplee 
est determinee la guantite de LHRH non couplee et done le 
niveau de conjugaison moyen. Celui-ci est reproductible et 

3 5 varie de 8 a lO mg de LHRH couplee pour lOO mg d' albumine. 
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A partir des spectres UV du conjugue avant et apres 
chromatographie, sont deduits les rendements de la 
chromatographie en conjugue et done la quantite (ou la 
concentration) de LHRH conjuguee. 

5 

A1.3 - Techniques de dosage 

Le titre en anticorps est determine selon la technique 
decrite par JEFFCOATE et al., Acta. Endocr. , Copenh. , 1974, 
75 : 625-635. 

10 La testosterone est dosee directement sur plasma par 

une technique RIA utilisant le radioligand Testosterone 

C19-carboxymethyl ether ( 12 5 I) histamine. 

La liaison au peptide marque est determinee apres 

raarquage a l'iode 125 des differents peptides selon 
15 COPPOLAND et al . , Endocr., 1979, 104 : 1504-1506 et titrage 

selon la technique decrite par JEFFCOATE et al., Acta 

Endocr., Copenh., 1974, 75, 625-635. 

A. 1.4 - Illustrations 
20 - Essais sur rats 

. Tableau n* 1 : Reponse anticorps anti-LHRH mesuree 
par le taux de fixation de LHRH marquee a 1 • iode . 

. Tableau n* 2 : Effet de 1 ' immunisation anti-LHRH sur 
la concentration de testosterone plasmatique 
25 . Posologie 

Vaccins Al : 50 pg de (D-Lys 6 ) -LHRH conjuguee 
Bl : 12 jug de LHRH conjuguee 
- Essais sur pores males entiers 

. Tableau n* 3 : Reponse anticorps anti-LHRH mesuree 
30 par le taux de fixation de LHRH marquee a l'iode 125 
. Posologie 

Vaccins Al : 0,5 mg de (D-Lys 6 ) -LHRH conjuguee 
A2 : 6 mg de (D-Lys 6 -) LHRH conjuguee 
Bl : 0,15 mg de LHRH conjuguee 
35 B2 : 1,20 mg de LHRH conjuguee 
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Tableau 1 

Reponse anticorps anti-LHRH mesuree par le taux de 
fixation de LHRH marquee a l'iode 135 

RECHERCHE DES ANTICORPS U Bo/T) DANS LE SERUM (1/100) 
CHEZ LE RAT 

- ♦ 

! INJECTIONS ! TEMPS ! GROUPE Al ! GROUPE BI ! TITRE ! 

! ! (SEN) ! 50pg Dlys6-LHRH/HSA/AE1 ! XL Vq LHRH/ EDC/HSA/AEl ! B/T=507. ! 



! SC ! 0 ! _ ! • ! 

: sc : 4 ! o.o : is. 4 : <ioo : 

' ! ! 7.8 ! 7.6 ! < 100 ! 

' ! ! 0.0 ! 35.3 ! < 1 00 ! 

! ! ! 0.0 ! 51.1 ! 100 ! 

! 15! 4.3 ! 91.1 ! 1600 ! 

! ! ! 14.1 ! 85.3 ! 780 ! 

! ! ! 5.9 ! 70.8 ! 270 ! 

' 1 ! 15.8 ! 94.9 1 2100 1 

! ! 6 ! 0.0 ! 64.3 ! 120 ! 

! ! ! 11.3 ! 67.9 ! 220 ! 

: : ! n.7 : 96. i : 2400 i 

! ! ! 0.0 ! 63.3 ! 230 ! 

! ! 7 14.5 ! 72.5 ! 400 ! 

: : s 0.0 : 92.4 : 2100 \ 

' ! ! 0.0 ! 64.2 ! 200 ! 

: ! : 11.5 : 67.2 . : 240 ! 

: : 8 : 19.6 ! 70.4 : 310 : 

: 1 ! 0.0 ! 93.8 ! 3200 : 

: : : 9.2 i 68,7 : 2200 ! 

! ! : 0.0 ! 33.3 ! 310 : 

j. - _± 
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Tableau 2 

Effet de 1 ' immunisation anti-LHRH sur la concentration 
testosterone plasmatique 



DOSAGE DE LA TESTOSTERONE PLASMATIQUE (NG/HL) 
CHEZ LE RAT 



INJECTIONS ! 


Icnrb i 


TCMftTUC 1 

IbnUlNb i 


or\UUrCl HI 1 


GR0UPE 81 




(SEH) ! 




50 Pg DiySa-lHKH/rur/nbR ,i 


i n On 1 HRH/FDC /H3A 


sc : 


0 ! 


0.40 : 


- ! 


- 






0.26 : 


! 




• • 




A f 

0.4/ i 




* 






0.00 ! 






sc : 


4 ! 


2.25 ! 


4.16 ! 


2.51 






1.05 ! 


5.33 ! 


2.33 






2.34 ! 


4.4o > 


O • 00 








17 ! 


ft c O 

U. jo 




5 ! 


3.80 : 


2.9? ! 


0.00 






1.76 ! 


2.33 


0.00 






5.05 ! 


2.35 . 


0.00 






6.67 ! 


1.54 


0.00 




6 


2.01 


3.26 


0.00 






4.47 


0.0? 


0.00 






4.6? 


1.10 


! 0.00 






• 1.96 




! 0.00 




7 


2.23 


1.32 


! 0.00 






! 1.92 


! 0.8? 


| 0.00 






! 1.3? 


! 1.5? 


- 0.00 






1 1.65 


! 2.17 


! • 0.00 




: 8 


! 0.?7 


! 1.75 


! 0.00 






! 1.91 


! 1.43 


j 0.00 






! 2.71 


! 1.71 


i 0.00 






! 1.22 




! 0.00 
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A2 - Essai comparatif de deux vaccins anti-LHRH 
composes respectivement d'un conjugue LHRH- * -global ine par 
le carbodiimide et d'un conjugue (D— Lys** ) -LHRH-c< — globulme 
par le SPDP mis en emulsion huile-dans-1 ■ eau et admrnistres 
par voie intramusculaire (IM) ou transcutanee (ID) chez le 
pore. 

A2 .! _ preparation de conjugue (D-Lys 6 ) -LHRH- <* - 
globuline par le SPDP 

" La methode decrite dans 1« example Al est employee 
exactement. de la meme fa ? on, mai S en remplacant 1 • albumxne 
a lO mg/ml par 1 -globuline a 6 mg/ml. 

Le rendement global en (D-Lys*) -LHRH couplee est de 

l'ordre de 45 a 50 % . 

Par ailleurs il est possible de modifier a volonte le 
degre de substitution de 1 • « -globuline, done le niveau de 
conjugaison, en jouant sur les concentrations en SPDP et/ou 
en * -globuline lors de la preparation de la MP- c* 
globuline. 

A2.2 - Preparation de conjugue LHRH- or -globuline 
humaine, par le carbodiimide (EDC) . 

La methode decrite dans 1 ■ exemple Al est employee 
exactement de la meme facon mais en remplacant 1 • albumxne 
humaine par l ■« -globuline humaine. Le niveau de conjugax 
son est de 24 a 28 mg de LHRH fixee pour lOO mg d»o( -glo- 
buline humaine. 

A2.3 - L-efficacite du vaccin a base du conjugue 
LHRH- of -globuline par le carbodiimide est superieure au 
second. L'efficacite est exprimee par le nombre d'animaux 
presentant une disparition totale de la testosterone 
plasmatigue (tableau 4). 



35 
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Tableau 4 



5 





LHRH-a-glob . EDC (1,2 mg) 
IM + ID 


(D-Lys 6 ] -LHRH-a-glob. SPDP (6 mg) 
IM + ID 


Suppression 
de 

testosterone 


5/10 


2/10 



A. 3 - Predominance de la reponse immunitaire des pores 
10 males a la fraction carboxyterminale du peptide LHRH 
conjugue par le carbodiimide ou de son agoniste (D-Lys 6 ) - 
LHRH conjugue par le SPDP sur 1 1 * -globuline humaine. 

Elle est determinee par la comparaison des pourcentages 
de fixation des serums anti-LHRH et ant i- (D-Lys 6 ) -LHRH par 
15 deux fragments marques de LHRH, respect ivement LHRH (3-10) 
delete de sa fraction aminoterminale et LHRH (l-lO) sous 
forme d'acide libre et de ce fait delete de la fraction 
amide de sa fraction carboxyterminale naturelle. Ces deux 
fractions reconnaissent respectivement plus particulie- 

2 0 rement les anticorps diriges contre les fractions 

carboxyterminale d'une part, et aminoterminale d" autre 
part . 

La predominance de la reponse a la fraction 
carboxyterminale du peptide se traduit par un nombre 
25 d'animaux presentant des anticorps ne fixant que le peptide 
LHRH (3-10) a 1« exclusion de la fixation de LHRH acide 
libre (10/58 pour le serum anti-LHRH et 3/10 pour le serum 
anti- (D-Lys 6 ) -LHRH) . 

Aucun serum n'a montre de fixation a lOO % de la 

3 0 fraction LHRH acide libre, laquelle traduirait une 

reconnaissance exclusive de la fraction aminoterminale. 

Les reponses mixtes, les plus frequentes, montrent une 
meilleure reconnaissance de la fraction aminoterminale par 
les serums anti- (D-Lys 6 ) -LHRH que celle des serums anti- 
35 LHRH. Chez ces derniers, seuls 3 serums sur 58 ont une 
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reconnaissance superieure a 40 % de la fraction 
aminoterminale, centre 4 sur lO pour le serum anti-(D- 
Lys 6 )-LHRH. 

5 B — Plus grande activite immunogene du conjugue 

LHRH- <* -globuline realise par le cabodiimide, comparee a 
celle qui est obtenue par le conjugue prepare avec le 
glutaraldehyde . 

10 B.l - Preparation du conjugue LHRH- °< -globuline par le 

glutaraldehyde . 

A 10 mg de LHRH et 50 mg d« o< -globuline humaine (Serva) 
dissous dans 5 ml de tampon phosphate 0,1M pH 7,5 sont 
ajoutes, goutte a goutte et sur une duree de 30 mn, 2,5 ml 

15 de solution de glutaraldehyde a lO mg/ml, en agitant 
doucement apres chague addition. Apres avoir laisse le 
melange 2,5 h a temperature ambiante, la reaction est 
arretee par addition de 25 mg de bisulfite de sodium 
dissous dans 0,5 ml d'eau. Le conjugue est dialyse a 4'C 

20 contre le tampon NaCl 150mM-phosphate lOmM pH 7,5, puis est 
concentre par ultrafiltration. 

B.2 - Essai comparatif sur le pore de vaccins anti-LHRH 
formules a 1'aide de guantites identigues de LHRH 
25 conjuguee. L'efficacite est exprimee par le nombre 
d'animaux presentant une disparition totale de la 
testosterone plasmatigue (tableau 7) . 



30 



35 
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Tableau 7 


PCT/FR92/00176 


h 




LHRH-a-glo. par carbodiitnide 
administration IM ou ID 


LHRH-ct-glo, par glutaraldehyde 
administration IM ou ID 


k 


Suppression 

de testosterone 

plasma tique 


5/10 


0/10 



10 C - Plus grande activite inununogene du conjugue 

utilisant 1 1 -globuline huxnaine comparee a celle qui est 
obtenue par le conjugue utilisant de la serumalbumine 
huraaine. 

L' eff icacite est exprimee par le nombre d'animaux 
15 presentant une disparition totale de la testosterone 
plasmatique (tableau 8) • 



Tableau 8 

Essais sur pores - injection intramusculaire 

20 





LHRH-HSA par carbodiimide 


LHRH-a-glo. par carbodiimide 


Suppression 

de testosterone 

plasmatique 


0/5 


3/5 



25 



D - Activite immunogene du conjugue utilisant l'o(-glo- 
buline equine, fraction IV-l, equivalente a celle qui est 
30 obtenue par le conjugue utilisant 1 « c{ -globuline .huraaine. 

D.l - Preparation de conjugue LHRH- °< -globuline equine 
par le carbodiimide. 

■ La methode decrite dans 1 1 exemple Al est employee 
3 5 exactement de la meme facon, mais en remplacant 1 • albumine 
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humaine par 1 »<* -globuline equine (fraction IV-1). 

D.2 - Administration chez le rat par voie sous-cutanee 
a 2 reprises a 4 semaines d'intervalle d'un vaccin a la 
5 dose de 12 jag de LHRH conjuguee a 1 • <* -globuline humaine 
ou equine . 



Tableau 9 
Essais sur rats 





LHRH-a-globuline humaine 
fraction IV-1 
par carbodiimide 


LHRH-ct-globuline equine 
fraction IV-1 
par carbodiimide 


Suppression 

de la testosterone 

plasmatique 


12/12 


12/12 



E - Plus grande activite adjuvante de I 1 emulsion eau- 
dans-l'huile de 1 ' invention sur d'autres emulsions (tableau 
20 10) . 

Essais sur le pore en utilisant le meme conjugue 
compose de la LHRH et de 1 • °< -globuline humaine par le 
carbodiimide et administre a la meme dose sous un meme 
volume par la voie transcutanee en 5 points. 
25 Les emulsions examinees sont : une emulsion fluide 

huile-dans-1 « eau (B) , 1' emulsion de 1 • invention (formule C 
du tableau) , une emulsion du commerce a diluer avec 
l'antigene (E) , une phase huileuse a emulsionner avec le 
conjugue (F) . 

3 0 Pour toutes ces formules, la quantite f inale^ d' antigene 

par dose est la meme. 

Les emulsions sont realisees dans les conditions 
habituelles pour ceux experts en formulation de ce type. 

35 
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Tableau IP 





Emulsions 


B 


C 


E 


F 




Suppression de la 
testosterone 


2/5 


4/4 


1/5 


3/5 




plasrnatique 












Norabre d'animaux presentant 
une concentration de 


2/5 


4/4 


3/5 


3/5 




1 ' androstenone tissulaire 












au-dessous de 0,5 /zg/g 











15 



20 



F. Efficacite de 1 ' immunisation passive anti-LHRH pour 
1 ' amelioration des qualites organoleptiques de la viande, 
mesuree par 1 » abaissement de 1 ' androstenone tissulaire. 

Tableau 11 

Teneur en adrostenone du tissu adipeux chez les animaux 
temoins et chez ceux qui ont ete soumis a 
1 ■ immunoneutralisation anti-LHRH passive par un plasma 
hyperimmun equin anti- (D-Lys 6 ) -LHRH administre sous un 
volume de 300 ml aux jours 16, 13, 9 et 5 avant abattage. 







Temoins 


Traites 


25 


Nombre d'animaux presentant 






une concentration 








d ' androstenone inf erieure 


2/5 


5/5 




a 0,50 Mg/g de tissu 








adipeux 







(difference significative au risque a = 0,2) 

30 



G. - Efficacite et tolerance des formulations 
renfermant la LHRH conjuguee a 1 »of -globuline par le 
35 carbodiimide en emulsion eau-dans-1 'huile (ler vaccin) et 
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en gel d • hydroxyde d 1 aluminium et saponine (2eme vaccin) , 
administrees a la meme dose de LHRH conjuguee, 
respectivement au debut de la mise en engraissement et 18 a 
21 jours avant l'abattage par voie transcutanee a l'aide 
5 d»un injecteur sans aiguille denomme Pigjet. 

Deux essais ont ete effectues en deux temps, 
respectivement les groupes 1, 3 et 5 pour le premier et les 
groupes 2 et 4 pour le second (tableaux 12 et 13) . 

10 G.l - L'efficacite de 1 1 immunoneutralisation. anti-LHRH 

est augmentee pour un volume egal de vaccin par la 
multiplication des points d« administration transcutanee. 

Tableau 12 



Groupes. 


1 


2 


3 


4 


5 


ler vaccin 


1 ml 
(5 points) 


1 ml 
(5 points) 


1 ml 
(5 points) 


0,4 ml 
(10 points) 


0,4 nil 
(2 points) 


2e vaccin 


1 ml 
(5 points) 


1 ml 
(5 points) 


0,4 ral 
(2 points) 


0,4 ml 
(10 points) 


0,4 ml 
(2 points) 


Suppression ou 
diminution marquee 
de la testosterone 
(nbre d'aniraaux) 


10/12 


10/11 


9/12 


11/11 


8/11 


Concentration de 
1 'androstenone 
tissulaire 

au-dessous de 0,5 /ig/g 
(nbre d'aniraaux) 


11/12 


ND 


10/23 


ND 


ND 



30 



35 



ND : non determine 

G.2 - La tolerance aux vaccins utilises est jugee par 
1» evolution de la reaction inf lammatoire cutanee, notee de 
O a 4 chez un animal en fonction de 1 • importance des 
papules apparaissant apres 1 » administration ; une papule 
apparait a chaque point d ' administration . La sommation des 
notes dans chacun des groupes est resumee comme suit : note 
moyenne a 1' issue de la premiere semaine qui suit 
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1 ' administration (Ad. 1) et note moyenne au moment de 
l'abattage pour chacun des vaccins (Ab) (tableau 13). La 
meilleure tolerance est observee avec l'emploi des vaccins 
dans le groupe 4 . 

5 

Tableau 13 

Tolerance par administration par voie transcutanee 
observee au cours des 2 essais effectues (essai 1 groupes 
1, 3 et 5, essai 2 groupes 2 et 4) . 



10 



15 



Groupes 


. 1 


2 


3 


4 


5 


Vaccins 1 ou 2 


le vac. 2e vac. 


le vac. 2e vac. 


le vac. 2e Vac 


le vac. 2e vac. 


le vac. 2e vac. 


Honbre de points 
d' administration 


5 5 


5 5 


5 2 


10 10 


2 2 


Al 


42 11 


31 11 


41 16 


33 11 


30 10 


Ab 


2 4 


0 0 


5 3 


0 0 


2 0 


Honbre d'aniaaux 


12 


11 


12 


11 


11 



II - UTILISATION DU PEPTIDE (3-10). 

A. Techniques de la mesure de la reponse immunitaire 
25 anti-LHRH et de l'efficacite biologique par le dosage de la 
testosterone plasmatique et de 1 • androsterone tissulaire. 

La reponse immunitaire anti-LHRH est mesuree par le 
titre en anticorps qui est determine selon la technique 
decrite par JEFFCOATE et al., Acto. Endocr. (Copenh. ) , 
30 1974, 75, 625-635. 

La liaison aux peptides marques est determinee apres 
marquage a 1 • iode 125 des differents peptides selon 
COPPOLAND et al . , Endocrinology., 1979, 104, 1504-1506. Le 
titrage des serums vis-a-vis de ces peptides est effectue 
35 selon la technique de JEFFCOATE et al. citee ci-dessus. 
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L'eff icacite biologique est mesuree par 1 ' abaissement ou la 
disparition de la testosterone plasmatique et de 1 ' androstenone 
tissulaire. Le dosage de la testosterone plasmatique est effectue 
directement sur le plasma par une technique RIA utilisant le 
5 radioligand testosterone C19-carboxymethyl ether (" S I) histamine 
(FURUYAMA S. et al . , Steroids, 1972, 16, 415). Le dosage de 
1 ' androstenone tissulaire est effectue sur un echantillon de 
tissu adipeux par une technique RIA utilisant le radioligand 5a- 
3 H-androstenone , decrite par CLAUS , C.R. Acad. Sci . , Paris, 1974, 

10 278 , 299-302. 

B. Predominance de' la reponse iitununitaire des pores males 
a la fraction carboxyterminale du peptide LHRH conjugue par le 
carbodiimide ou de son agoniste [ D-Lys 6 ] -LHRH conjugue par le 
SPDP sur 1 'a-globuline humaine. 

L5 B1 _ preparation du conjugue LHRH-a-globuline humaine par le 

carbodiimide . 

Le conjugue est de preference obtenu par addition a un 
volume du melange a-globuline et LHRH, 'en solution a 2 a 20 rag/ml 
dans NaCl 0,9%, de 0,5 a 2 volumes de solution de chlorhydrate 
20 de N-ethyl-N'-(dimethylamino-3 propyl) carbodiimide (EDC) en 
solution a 2,5% dans NaCl 0,9%. Apres agitation, le melange est 
laisse une nuit, puis purifie par chroma tographie de permeation 
sur gel. 

B2. Preparation des conjugues ([ D . Lys< ] -LHRH ) -a-globuline 

25 humaine par le SPDP. 

La preparation des conjugues ([ D-Lys*] -LHRH) -a-globuline 
humaine est realisee en 3 etapes : preparation de la [ N- ( pyridy 1- 
2)-dithio-3 propanoyl-D-Lys'3-LHRH, preparation de la N-(mercap- 
to-3 propanoyl) a-globuline humaine, puis couplage. 

30 La [Ne-(pyridyl-2)dithio-3 propanoyl— D—Lys* ] —LHRH est 

preparee en faisant reagir un exces de SPDP sur la LHRH, en 
solution aqueuse (6 moles de SPDP par mole de [ D-Lys* ] -LHRH , 
puis, apres une nuit a 4*C, en centrif ugeant le produit obtenu. 
Celui-ci est dissous dans l'uree 8M et les grouperaents 

35 (pyridyl-2)dithio presents sont doses. 

La N-(mercapto-3 propanoyl) a-globuline humaine est obtenue 
par action de 0,2 mmole de SPDP sur 0,6 g d' a-globuline humaine 
dissoute dans 100 ml de tampon phosphate 0,1M, puis, apres une 
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nuit de contact k 4*C et acidification k pH 6 , par reduction par 
le dithiothreitol . Elle est ensuite purifiee par chromatographie 
de filtration sur gel. Le dosage des thiols et des proteines 
fournit le niveau de substitution moyen . 
5 Le couplage est effectue en prenant un groupement (pyridyl- 

2)dithio pour 1,25 groupement thiol. Le pH est amene k 7-7,5, 
puis, une heure apr&s , le rendement est determine par mesure de 
la pyridine thione-2 liberee. 

Le niveau de substitution moyen s'en- deduit. Finalement, le 

10 conjugue est purifi£ par chromatographie et est concentre par 
ultrafiltration. Le rendement global en [ D-Lys* ] -LHRH couplee est 
de l'ordre de 45 k 50%. 

B3 . La predominance de la reponse immunitaire des pores 
males k la fraction carboxyterminale du peptide LHRH conjugue 

15 dans les conditions decrites en Al et A2 est determinee par la 
comparaison de la fixation par les serums anti-LHRH et anti-[D- 
Lys* ] -LHRH , de deux fragments marques de LHRH , respectivement 
LHRH (3-10), (LHRH deletes de sa fraction aminoterminale ) et LHRH 
(1-10) sous forme d'acide libre, (LHRH deletee de la fraction 

20 amide de sa fraction carboxyterminale). Ces deux fragments 
reconnaissent plus particulierement les anticorps diriges 
respectivement contre les fractions carboxyterminale d'une part, 
et aminoterminale d' autre part. 

La reponse k la fraction carboxyterminale du peptide est 

25 g^nerale sur tous les animaux immunises par l'un ou 1 ' autre des 
conjugu^s (68/68). Les serums de 3 sur 10 des 10 animaux 
immunises par la [D-Lys 6 ]-LHRH conjuguee et de 10 sur 6 8 des 
animaux immunises par la LHRH conjuguee ont montre exclusivement 
une fixation de la fraction carboxyterminale. Les autres animaux 

30 pr£sentent une reponse mixte dirigee pr£f erentiellement contre 
la fraction carboxyterminale. 

La reponse k la fraction aminoterminale n'est pas gdnerale 
(55/68). Aucun s6rum n'a montre de fixation exclusive k la 
fraction LHRH acide libre. 

35 C. Essais d ' immunoneutralisation active anti-LHRH k l'aide 

des conjugu^s LHRH ( 3-10 ) -a-globuline equine IV- 4 et LHRH (3-10)- 
ovalbumine r6alis6s par le carbodiimide . 
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Ci. Preparation du conjugue LHBH ( 3-10 ) -a-globuline equine 

IV-4 par le carbodiimide. 

Quatre-vingt-cinq mg de LHRH (3-10) et 170 mg d' a-globulxne 
equine IV-4 sent dissous dans 12,8 .1 de tampon NaCl 0,1H - acxde 
5 (N-morpholino)-2 ethanesulf onique 0,1H. Puis 212 mg de chlorhy- 
drate de N -ethyl-N'-(dimethylamino-3 propyl ) carbodiimide dxssous 
dans 17 ml de solution precedents sont ajoutes. Le P H est 
i^ediatement a juste a 6,0 par addition de 1,3 ml de 

Apres agitation, le melange est laisse 16h a temperature 
ambiante, puis le conjugue est purifie par chromatography de 
Permeation sur gel pour separer le conjugue de la LHRH nan 
conjuguee. La mesure de la guantite de cette dernxere permet 
d' avoir par difference la guantite de LHRH couplee. II est 
possible de determiner le rendement de couplage. 

C2. Preparation du conjugue LHRH ( 3-10 ) -ovalbumxne par le 

carbodiimide . 

Soixante mg de LHRH (3-10) et 120 mg d'ovalbumme sont 

dissous dans 9 .1 de ta.pon NaCl 0.1H - acide l™**"^' 
ethanesulfonigue 0.1H. Puis 150 mg de chlorhydrate du N-ethyl-H 
(dimetnylamino-3 propyl) carbodiimide dissous dans 12 .1 du meme 
Lpo„ sont ajoutes. Le pH est a Juste a 7,0 par addition de sonde 
IX (1,9 ml environ, . Le melange est laisse une nuit a temperature 
ambiante. il est ensuite clarifie par centrif ugation Le 
surnageant est chromatographic sur gel de sephadex pour separer 
le conjugue de la LHRH n'ayant pas reagi et des produits 
provenant du carbodiimide initial. Par mesure de la guantite de 
LkH (3-10) non fix*., il est possible de determiner le rendement 
de couplage de la LHRH (3-10). 



15 
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C3. Reponse immunitaire , efficacite biologique et tolerance 
au vaccin anti-LHRH formule a partir du conjugue obtenu entre les 
fragments LHRH (3-10) et 1 ' a-globuline equine IV-4 par le 
carbodiimide . 

5 Les formulations constitutes de la LHRH (3-10) conjuguee 

mises en Emulsion eau-dans-1 ' huile (ler vaccin) et en gel 
d'hydroxyde d' aluminium et saponine (2e vaccin) ont et6 adminis- 
trees a 6 pores males sous un volume de 0,4 ml par dose, 
respectivement au d£but de la mise en engraissement et 17 jours 
10 avant l'abattage par voie transcutanee h 1'aide d'un injecteur 
sans aiguille d^nomme Pigjet delivrant le volume de la dose en 
2 applications de 0,2 ml r£parties en 5* points a chacune d'elles. 

La reponse immunitaire fut maximale 10 jours aprfes 1' admi- 
nistration du 2e vaccin. Les titres individuels en anticorps 
15 (inverse de la dilution par laquelle l'iode 125 est fixe & 50%) 
furent respectivement : 

Jour 10 280 660 2 700 3 200 4 600 13 000 

Jour 16 290 400 2 000 2 400 3 100 8 600 

L' efficacite biologique de cette reponse immunitaire s'est 
20 traduite par la disparition de la testosterone plasraatique des- 
le lOe jour aprfes 1 ' administration du 2e vaccin chez tous les 6 
animaux. La disparition de la testosterone s ' accompagne , dans les 
memes conditions, de la disparition de 1 ' androstenone tissulaire. 

La tolerance au vaccin est jugee par 1' evolution de la 
25 reaction inf lammatoire cutanee , notee en fonction de 

1' importance des papules apparaissant & chaque point de deli- 
vrance du vaccin apr&s administration. Cette inflammation locale 
a totalement disparu dfes le jour 10 aprfes 1 'administration du 2e 
vaccin. 
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REVENDI CATIONS . 

1. Precede pour ameliorer les qualites organoleptics, 
en particulier l'odeur, la sapidite et la tendrete, de la 
viande des animaux domestiques males non castres, dans 

5 lequel, peu avant 1 ' abattage de 1 - animal concerne, on 
supprime sensiblement 1 • action des steroxdes androgenes et 
non androgenes, par immunoneutralisation active ou passive 
anti-LHRH, tout en maintenant pratiquement jusqu'a 
1« abattage les avantages lies au caractere male de 
10 1 1 animal . 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on administre en premier lieu un vaccin anti-LHRH, puis, 
peu avant 1' abattage de 1' animal, on administre a nouveau 
un vaccin anti-LHRH . 

15 3. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce 

que 1' on administre en premier lieu un vaccin concu pour 
induire une premiere reponse immunitaire de faible 
intensite, sans effet notable, ou meme mesurable, sur la 
secretion des steroxdes gonadiques et en ce que, avant 

20 1» abattage, on administre un vaccin formule pour produire 
la suppression ou 1 ' abaissement significatif de la 
secretion des steroxdes sans reaction locale ou generale 
adverse, susceptible de nuire a 1'apparence ou a la qualite 
de la viande. 

25 4 Precede selon l'une quelconque des revendications 2 

et 3 , caracterise en ce que le vaccin anti-omH administre 
en premier lieu l'est avant la phase d' engraissement de 
1 ' animal . 

5. Procede selon l'une quelconque des revendicatxons 2 

^ . . , t _ V accin anti-LHRH administre 

30 a 4, caracterxse en ce que le vaccin eixiuj. ^ 

en premier lieu est un vaccin en emulsion. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 2 
a 5, caracterise en ce que, pour le pore, on administre, 
avant 1'abattage, le vaccin anti-LHRH avec un adjuvant de 

35 type aqueux. 
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7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce 
que, comme adjuvant de type aqueux, on utilise du gel 
d'hydroxyde d 1 aluminium et/ou de la saponine. 

8 . Procede selon la revendication 6 ou 7 , caracterise 
5 en ce qu'on administre le vaccin en adjuvant aqueux de 15 a 

21 jours avant l'abattage. 

9- Procede selon l'une quelconque des revendications 2 
a 5, caracterise en ce que, pour les bovins et les ovins, 
on administre, avant l'abattage, un vaccin anti-LHRH avec 
10 un adjuvant en emulsion. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce 
qu'on administre le vaccin en emulsion de un a deux mois 
avant 1 ' abattage . 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise 
15 en ce qu'on administre le vaccin en emulsion de quatre 

semaines a plusieurs mois apres 1 ' administration faite en 
premier lieu. 

12. Procede selon l'une quelconque des revendications 4 
et 9 a 11, caracterise en ce que le vaccin en emulsion est 

2 0 un vaccin en emulsion eau-dans-1 1 huile. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en 
ce que 1' emulsion eau-dans-1 ' huile est faite d'un melange 
d'huiles minerales hautement purifiees et de tensioactifs 
non ioniques. 

25 14. Procede selon l'une quelconque des revendications 2 

a 13, caracterise en ce que l'on administre un conjugue 
immunogene anti-LHRH comprenant : 

- la LHRH totale ou modifiee, 

- un fragment peptidique de LHRH modi fie ou non, ou 

3 0 - un agoniste de la LHRH, 

couple a une proteine porteuse immunogene choisie parmi : 

- serum albumine bovine ou humaine, 

- thyroglobuline, 

- ovalbumine , 

3 5 - les anatoxines, notamment 1'anatoxine tetanique, 
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- globulines humaines ou equines. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en 
ce que le conjugue comprend la LHRH couplee a 1 • alpha- 
globuline equine, notamment fractions IV-1 et/ou IV-4. 
5 16. Procede selon la revendication 14, caracterise 

en ce que le conjugue comprend la LHRH (3-10) couplee a 
l'alpha-globuline equine, notamment les fractions IV-1 
et/ou IV-4, ou a 1 1 ovalbumine . 

17. Procede selon la revendication 15 ou 16, 
10 caracterise en ce que la LHRH/ LHRH (3-10) et la proteine 

porteuse immunogene sont couplees par un carbodiimide. 

18. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'on administre a 1' animal, quelques jours avant 
l'abattage, du serum ou du plasma hyperimmun anti-LHRH. 

15 19. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 

qu'on administre a 1' animal, quelques jours avant 
l'abattage, des anticorps monoclonaux anti-LHRH. 

20. Procede selon la revendication 18 ou 19, 
caracterise en ce que 1 ' administration est faite de cinq a 

20 quinze jours avant l'abattage, par voie sous-cutanee ou 
intramusculaire . 

21. Procede selon l'une quelconque des revendications 2 
a 17, caracterise en ce qu'on administre par voie 
transcutanee, de preference en plusieurs points, a l'aide 

25 d'un appareil d' injection sans aiguille par jet sous 
pression. 

22. Peptide de formule : 

Trp - Ser - Tyr - Gly - Leu - Arg - Pro - Gly - NH 2 . 

23. Conjugue comprenant le peptide selon la 
30 revendication 22, couple a une proteine porteuse 

immunogene . 

24. Conjugue selon la revendication 23, caracterise en 
ce que la proteine porteuse immunogene est choisie parmi 
1' ovalbumine, les globulines equines et humaines, la 

35 thyroglobuline, les anatoxines, notamment l'anatoxine 
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tetanique, et les serumalbumines humaine et bovine. 

25. Conjugue selon la revendication 24, caracterise en 
ce que la proteine porteuse immunogene du groupe des 
globulines est 1 1 alpha-globuline equine, notamment fraction 

5 IV- 1 et/ou IV- 4 . 

26. Conjugue selon l'une quelconque des revendications 
23 a 25, caracterise en ce que le peptide et la proteine 
porteuse immunogene sont couples par un carbodiimide. 

27. Vaccin anti-LHRH con<?u pour induire une reponse 
10 immunitaire de faible intensite, sans effet notable, ou 

meme mesurable, sur la secretion des steroides gonadiques 
et comprenant comme principe act if- un conjugue alpha- 
globuline-LHRH ou un conjugue selon l'une quelconque des 
revendications 2 3 a 26. 

15 28. Vaccin anti-LHRH con<?u pour produire la suppression 

ou 1 1 abaissement significatif de la secretion des steroides 
sans reaction locale ou generale adverse, susceptible de 
nuire a 1 1 apparence ou a la qualite de la viande, et 
comprenant comme principe act if un conjugue alpha- 

20 globuline-LHRH ou un conjugue selon l'une quelconque des 
revendications 23 a 26. 

29. Vaccin anti-LHRH selon la revendication 27 ou 28, 
caracterise en ce qu'il est en emulsion eau-dans-1 1 huile. 

30. Vaccin anti-LHRH selon la revendication 29, 
25 caracterise en ce que l 1 emulsion comprend un melange 

d'huiles minerales hautement purifiees et de tensioactifs 
non ioniques. 

31. Vaccin anti-LHRH selon la revendication 27 ou 28, 
caracterise en ce qu'il est en adjuvant aqueux. 

3 0 32. Vaccin anti-LHRH selon la revendication 31, 

caracterise en ce qu'il comprend un gel *d ' hydroxyde 
d f aluminium et/ou de la saponine. 

33. Ensemble de vaccination anti-LHRH comprenant dans 
un meme emballage un nombre egal de doses d*un vaccin a 

35 administrer en premiere injection et d'un vaccin a 
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administrer avant l'abattage, selon l'une quelconque des 
revendications 27 a 32. 
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